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cimiit OTKA tamogatott (46580) kutatas szakmai zaréjelentése.

A kutatdsok az aldbbi témakban folytak:

- A transzmitterek receptorainak azonositdsa Lymanea stagnalis idegrendszereben, a
pofaizomzataban, az embridban, valamint a Helix pomatia talpizmaban.

- Az aminerg rendszerek szerepe a mozgasaktivitas szabalyozasaban Helix pomatia-
ban, valamint Lymnaea fejl6dé embridiban és felnétt egyedeiben.

- Az oktopamin receptor vizsgalata Locusta migratoria és Lymnaea stagnalis

idegrendszerében

Az acetilkolin, szerotonin és a dopamin receptorainak jellemzése Lymnaea stagnalis
idegrendszerében.

A transzmitterek receptorainak azonositasara radioaktiv jelzett ligandok kotédesenek

Kinetikai és farmakoloOgiai vizsgalatat valamint a mésodik hirvivé rendszernek, az adenil
cikldznak a vizsgalatat alkalmaztuk.
A ligandok kotodésének vizsgalatahoz a szovetek homogenizatumabol tébbszori
centrifugalassal (45000 g x 30 perc) és kodzbenso reszuszpendaldssal membran pelletet
készitettink. A radioaktiv ligandok pellethez val6 kétodésének kinetikai és farmakologiai
vizsgalatadt az irodalombol ismert modszerrel végeztik. Az LSD kotédését a szerotonin
receptor helyekhez 10 puM dopamin jelenlétében, mig a dopamin kotohelyekhez 10 uM
szerotonin jelenlétében vizsgaltuk.

A Lymnaea idegrendszer esetében az acetilkolin nikotin és muszkarin tipusu
receptorainak jelenlétét *H-nikotin illetve *H-quinuclidinil benzilat (*H-QNB) kétddésének
elemzésével vizsgaltuk. A szerotonin receptorok azonositasakor a *H-5HT, ®H-LSD, *H-5-
Carboxamidotryptamine (®H-5CT), *Ketanserin, *H-GR6563 mig a dopamin receptorok
azonositasakor *H-LSD, *H-SCH23390, és *H-spiperon ligandok kotddését elemeztiik.

A transzmitterek illetve kilonb6zé farmakonok hatasat az adenil ciklaz enzimen a
ganglionok ciklikus AMP tartalménak valtozasa revén elemeztiik. A néhany mg-nyi gangliont
vagy kb. 20 mg.-nyi periférids szovetet 250 pl fizioldgias oldatban 1 mM 3-
izobutilmetilxantin, guanosin trifoszfat, ATP és farmakonok jelenlétében 5 percig 25°C-on

inkubaltuk, majd a gangliont savazott etanolban homogenizaltuk, 16000 g-n 10 percig



centrifugaltuk és a feltlluszo aliqotjat liofilizalassal szarazra paroltuk. A precipitatumot 250 pl
Tris-EDTA pufferben reszuszpendaltuk és centrifugaltuk, majd a felilusz6 50 pl-nyi
térfogatabol a cAMP mennyiséget ,,protein binding” modszerrel mértik.

Eredményeink alapjan megallapithato, hogy mindkét kolinerg ligand kotodése telitési
gorbevel irhatd le. A telitési gorbe analizise egyetlen nagy affinitdsi muszkarin illetve nikotin
kétdhely jelenlétét igazoltak. A *H-QNB kotédése a muszkarin tipusi receptorhoz
stereospecifikus és a gerincesekben leirt receptorhoz hasonl6 affinitasu (K3=2.03 nM,
Bmax=8.5 fmol/mg szdvet), mig a nikotin tipusu receptor affinitdsa csigaban (K4=23.2 nM,
Bmax=79.1 fmol/mg szoOvet), a gerincesekben leirt receptorhoz képest kisebb affinitasu. A
farmakonok hatasossdgi sorrendjét a muszkarin illetve nikotin tipusd receptorokon a
kovetkezonek talaltuk: Dexetimide > Atropin > Levetimide > Oxotremoline > Pirocarpine >
Carbachol > d-Tubocurarine illetve Nicotine > Tubocurarine > TEA > Atropine > Arecoline >
Ach > Oxotremoline > Hexamethonium. Az acetilkolin nem befolyasolta az adenil ciklaz
aktivitasat Lymnaea idegrendszerben.

A szerotonin receptorainak azonositasa soran azt talaltuk, hogy az 5HT receptorok
ligandjai koziil az 5HT, és 5HT; receptor ligandjai, az *H-ketanserin és a *H-GR6563 nem
kotoédik specifikusan a membran pellethez. Ez arra utal, hogy az 5HT, illetve az 5HT3 tipusu
szerotonin receptorok vagy nincsenek jelen a csiga idegrendszerében, vagy denzitasuk olyan
alacsony, hogy a ligand kotés modszerével jelenlétik nem azonosithatd. Elektrofizioldgiai
vizsgalatok sordn ugyan talaltak olyan sejteket, melyeken az 5HT, illetve 5HT3 receptor
antagonistak hatdsosak voltak (Vehovszky and Valker, 1991, Walcourt-Ambakederemo and
Winlow 1994 a, b, 1995) azonban az antagonistak hatasos koncentraciéi (10*-10 M) alapjan
nem specifikus hatasok valoszinisithetok. Gerhardt eés mtsai (1996) Lymanea idegrendszerbdl
klénolt ugyan egy 5HT tipusu receptort (SHT21ym), azonban az in situ hibridizacios kisérletek
soran az egész kozponti idegrendszerben csak 2-3 sejt volt olyan melyben az 5HT,iym
receptor expresszalodott. Sugamori, (1993) ugyancsak klonolt egy 5HT receptort Lymnaea
idegrendszerben, a receptort *H-LSD kotédés vizsgéalataval jellemezte, azonban a receptor
tulajdonsaga alig hasonlit az altalunk Lymnaea idegrendszerben azonositott native
receptorhoz. Az Altalunk veégzett vizsgalatok soran Lymnaea idegrendszerben a native
receptorhoz az *H-5HT (Kq=473 nM) és az *H-5CT (K4=395 nM) kotédése nagyon alacsony
affinitast, ami a gerincesekben azonositott 5HTy, 5HTg, 5HT, tipusu receptorok hianyara
utal. Az egyetlen ligand mely nagy affinitassal kotédik Lymnaea idegrendszerben, hasonléan
a Helix pomatia-hoz (Drummond és mtsai ,1980 ) az a *H-LSD (K¢=1.41 nM). Az *H-LSD

azonban nagy affinitassal kotodik Lynaea idegrendszerében mind a szerotonin, mind a



dopamine receptorhoz. A kotédés farmakoldgiai tulajdonséagat vizsgalva az allapithaté meg,
hogy az LSD kotédése mind a szerotonin, mind a dopamine receptorhoz alacsony
koncentracioban csak az ergot alkaloidakkal, (LSD, ergotamine, ergometrine,
dihydroergocryptine, methysergide, metergoline) vagy neurolepticumokkal (butaclamol
chlorpromazine, clozapine) gatolhaté és nem géatolhatd a gerinceseken leirt az ergot
alkaloidaktdl eltéré szerkezetii specifikus szerotonin vagy dopamine farmakonokkal. E
farmakonok az LSD kotédéset mind a szerotonin, mind a dopamine receptorhoz koézel azonos
koncentracioban gatoltdk. Az egyetlen hasonlosag a native és a klonolt receptorok kozott,
hogy az LSD, clozapine, ergotamine mindkét receptoron alacsony koncentracioban gatolja az
*H-LSD kotddését. Lényeges killdmbség a két receptor kozott azonban az, hogy a két
receptornak az adenil ciklazhoz vald kapcsolata killonb6zé. Részletes vizsgalataink alapjan
igazoltuk, hogy a Lymnaea idegrendszerében a szerotonin serkenti az adenil ciklaz aktivitasat.
A szerotonin szezondlisan fliggé mértékben stimulalja az AC aktivitdsat a kilonbozé
ganglionokban. Tavasztdl 6szig terjed6 periédusban 100 puM szerotonin serkent6 hatasanak
mérteke 207, 258, 241, 183 %-o0s a cerebralis, pedalis, garatalatti és bukkalis ganglionokban.
Teli periddusban a cerebralis és bukkalis ganglionokbanaz AC stimulacio mértéke 190,3 és
182 %, mig a pedélis és a garatalatti ganglionban nem volt mérhet6 a szerotonin serkent6
hatdsa. Az 5HT-t6l kisebb mértékii stimulaciét okozott a 80OHDPTA, mig az 5CT
stimulacioja jelentéktelen volt (SHT>80HDPTA>5CT). Bar a klonolt receptoron az 5HT és a
8OHDPAT affinitasa alacsony, uM-0s nagysagrendii, az 5CT affinitasa nM-o0s nagysagrendi,
mégis 5HT1 tipust vagy ahhoz hasonlé receptornak irtak le. Az *H-LSD kotédésének
gatldsakor a harom farmakonra a native receptoron talalt hatasossagi sorrendel ellentétes
hatasossagi sorrendet talaltak (5CT>80HDPTA>> 5HT). A szerotonin adenil ciklaz serkent6
hatasat Lymnaea idegrendszerében is a Helix idegrendszerben leirtakhoz hasonléan azon
farmakonok keépesek gatolni (LSD, ergotamine, methysergid, butaclamol flupentixol) melyek
az LSD kotédését is gatoltdk. A Lymnae idegrendszerben a native szerotonin receptor
pozitivan kapcsolt a masodik hirvivé rendszerhez. A klonolt receptor esetében ugyan nem
vizsgaltak, hogy a receptoron a szerotonin serkenti e az adenil ciklazt, azonban a Lymnaea-bol
izolalt gén a gerincesekben leirt 5SHT1 receptor génjével nagymértékben egyezé strukturaja
alapjan arra kovetkeztettek (Sugamori és mtsai, 1993, Tierney, 2001), hogy a receptor
negativan kapcsolt az adenil ciklazhoz. Ezek alapjan a receptort 5SHT1 tipusi receptorhoz
hasonld 5HT_,m receptornak tartjak. Kiserleti eredményeink egyértelmiien cafoljak, hogy
Lymnaea idegrendszerében a native szerotonin receptor hasonld a gerincesek 5HT1 tipusu

receptorahoz. Eredményeink felhivjak a figyelmet arra, hogy a puhatestiiekben a



transzmitterek receptoranak azonositasakor nem elegendé a receptor gén stukturajat és annak
a gerincesekben talalt receptor tipus génjével valé megfeleléséget vizsgalni, hanem a native és
a klonolt recptor farmakologiai 6sszehasonlitasa is szlikséges. A native es a klonolt receptor

Mind a D1 mind a D2 dopamin receptor ligandja egy mérsékelt vagy inkabb alacsony
affinitassal kotddnek a receptorhoz. Ky (*H-SCH23390)= 146.6 nM, illetve Kq=(*H-Spiperon)
97.2 nM. A kulénbdzé farmakonok az alabbi hatasossagi sorrenddel gatoltdk a Dy és D,
receptork ligandjainak kotédeset. A zardjelben feltlintetett K; értékek pM-ban vannak
kifejezve: az *H-SCH23390 ligand kotédés gatlasa, SKF38393 (0,15), SCH23390 (0,77),
Klérpromazin (0,8) spiperon (14,5) dopamine (7), flufenazin (38), butaklamol (40). A °H-
Spiperon kotédes gatlasa, spiperon (0,062), dopamine (0,66), flufenazin (0,85), butaclamol
(4,0). Itt is, hasonléan a szerotonin receptorhoz nagy affinitasi kotédést csak az LSD-vel
mérheté Kq= 1,09 nM. A leszoritasos kisérletekben a hatasos farmakonok affinitasi sorrendje
a dopamin kotéhelyekre a szerotonin kotéhelyrél vald leszoritas sorrendjevel jo egyezést
mutat, ugyanazon farmakon affinitdsa a dopamine kotohelyhez Kicsit nagyobb mint a
szerotonin kotohelyhez.

Prudnikova és Tsyvkin (1998) Lymnaea kézponti idegrendszerben kimutatta az *H-
dopamin nagy affinitasu kotédését (Kq = 5 nM), azonban a vizsgalat érdekessége, hogy a
hideg dopamin az *H-DA kotddését csak kozel 10° M koncentracidban képes 50 %-ban
gatolni. A D1 (SKF83566) és D2 (Sulpirid) antagonistdk 50 %-0s géatlasa hasonléan a mi
kisérleteinkhez aranylag nagy koncentraciénal (5x 10°-10" M) jelentkezett. Az *H-GDP
kotodésének elemzésébol azt a kovetkeztetést vontdk le, hogy a dopamin receptor a G-
proteinhez kapcsolt. A sajat kiérleti eredmeényeink és irodalmi adatok ( Werkman et al., 1990)
nem tamasztjak ala ezen megallapitast, Lymnaea kdzponti idegrendszerében. a dopamin nem
befolyasolja a CAMP szintet. Stoof és mtsai (1984) a Lymnaea-ban a ndvekedési hormont
termel6 sejtek dopamine érzékenységét és a dopamine receptor farmakoldgiai tulajdonsagat
vizsgalva az emlésok D; és D, receptoraihoz hasonldé de azzal nem teljesen azonos
farmakoldgiai tulajdonsagu receptorok jelenlétére kovetkeztettek. Késobb azonban a
megismételt vizsgalatok soran (Werkman és mtsai, 1987) korrigaltak eredményeiket és csak
D, tipusU receptor jelenlétérol beszélnek. Eredményeink és az irodalmi adatok alapjan arra
kovetkeztethetlink, hogy a puhatestiiek dopamine receptorai kulonboznek a gerincesek
dopamine receptoraitdl annak ellenére, hogy farmakologiai tulajdonsagaikban néha talalunk

hasonlosagot.



Eredményeink alapjan megéllapithatd, hogy a filogenetikai fejlédés soran a
gerincesekre jellemz6 szerotonin és dopamin receptorok illetve azok altipusai a puhatestiiek
idegrendszerében még nem jelennek meg. Ugyanakkor a kolinerg receptorok filogenetikai

fejlédese konzervativ ut mentén tortenik.

A szerotonerg rendszer vizsgalata Lymnaea stagnalis pofaizomzataban.

A Lymnaea pofaizomzatdban mely a taplalkozasi magatartas Kivitelez6 eleme
igazoltuk szerotonerg rendszert transzitter szerepét. Meghataroztuk az 5SHT koncentracioit,
mely fokozatosan né a P1 (3,6 pmol/mg) és P6 (6 pmol/mg) juvenilis stadiumok kozétt, majd
felnott allatban 42,4 pmol/mg értéket ért el. Azonositottunk egy 5HT uptake-release
mechanizmust, melyben a felvétel Na-fliggo, affinitasa Km=13,6 uM, a felvetel sebessege
V=127 pmol/mg/20 perc. A felvett *H-5HT felszabadulasa 100 mM K* hataséra
tobbszorosére nétt és a felszabadulas Ca®* fiiggs volt. A felvétel a P1 juvenilis stadiumban a
felnétthoz képest csak 25 %-0s és ez a P6 stadiumban 50 %-ra n6. A pofaizomzatbol készitett
membran preparatum nagy affinitassal kéti az *H-5HT-t (Kq=4.5 nM, Bna=2.4 fmol/mg
szovet). A koOtodés gatlasanak a vizsgalatakor a farmakonok hatasossagi sorrendje a
kovetkez6 volt: a) agonistak : 5HT > 5-Methoxytryptamin > 5CT = 8OHDPAT, b)
antagonistak: Methiothepin = SB258585 > Clozapine > Metergoline > Methysergide=BOL.
Az 5HT receptor adeni ciklazhoz kapcsolt, minthogy az izomban jelen 1évé cAMP szint (4,8
pmol/mg szovet) szerotoninnal torténd inkubaldst kovetéen koncetracid fliggé ndvekedést
(max. 326 %) mutatott. Agonistak mint az 5CT, 5Metoxytriptamin, 8OHDPAT az alabbi
sorrendben stimuléltdk az adenil ciklaz aktivitadsdt SHT > Smetoxitriptamin = 5CT >
80OHDPAT. Az antagonistak hatdsossagi sorrendje a kdvetkezé volt: BOL > Metergolin >
SB258585 > Methysergide = Methiohepin = Clozapin. Az *H-5HT kotédésének és a
szerotonin stimulalt ciklaz aktivitds farmakologiai befolydsolhatésdga arra utal, hogy a
szerotonin receptor a gerinces 5HT6 receptorhoz nagymértékben hasonld. E receptor
jelenlétét puhatesti allatok periférias szovetében e kisérleti adatok igazoljak elészor.

Az eredményeket, a kdzlést megel6zéen a dopaminerg rendszer hasonld vizsgalataval

fogjuk kiegésziteni.

A szerotonerg és dopaminerg rendszerek vizsgalata a Lymanea embriogenézise soran.
A Lymnaea embrio a tojas kapszulan belil a kikelésig, 8 napig fejlodik. Kisérleteink

sordn HPLC-s vizsgélatokkal az embridkban szerotonint és dopamint valamint a szintézisben



kdzremiikdd6 enzimeket azonositottuk, és mennyiséguket meértik a fejlédés soran.
Vizsgaltuk, hogy a monoamin szintben eléidézett valtozas hogyan befolyasolja az embrionalis
életidét. Elemeztiik, hogy a fejlodés soran jelentkez6 mozgasformak, forgdmozgas,
szivmiikddés, taplalkozas és csuszas, hogyan valtoznak monoaminerg farmakonokkal tértené
kezelés sordn. A szerotonint és a dopamint a 12 %-os fejlodési stddiumban (E12%) tudtuk
elészor azonositani és mérni. A szerotonin koncentracioja ekkor 47 fmol/embrio volt és kdzel
ez maradt egészen a 75 %-o0s (E75%) fejlettségi szintig. A 75 %-0s és a 100 %-os fejlettségi
szint kdzott a szerotonin koncentracioja jelentésen megnott (1A.abra) és kikeléskor ertéke 490
fmol/embrio volt. A dopamin szintje az E12 %-os fejlettségi szintkor alacsonyabb volt, 15

fmol/embrio, mint a szerotonin szint, de aztan lassu de fokozatos novekedést mutatott az E40
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A Lymnaea embrio fejlodése.

%-os fejlettségi szintig. A metamorfdzis alatt, majd azt kdvetéen a 80%-os fejlettsegi szintig a
dopamin koncentracidja nem valtozik (kb. 150 fmol/embrio), de ezt kdvetéen a szerotoninhoz
hasonléan koncentracidja jelentésen nott és kikeléskor elérte a 400 fmol/embrio értéket
(1A.4bra).

Igazoltuk, hogy a szintetizal6 enzimek, a tirozin és a triptofan hidroxilaz, valamint a DOPA és
5HTP dekarboxilaz enzimek jelen vannak a Lymnaea embridban. Az enzim 5HTP irdnyaban
nagyobb affinitassal, mig DOPA irdnyaban nagyobb aktivitassal rendelkezik.
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A monoamin szint (Fig.1A) valamint az 5HTP-DOPA dekarboxildz enzim (Fig.1B)

aktivitasanak valtozésa a fejlédés soran.



A dekarboxilaz enzimek esetében vizsgaltuk az enzim aktivitdsanak a fejlédés
sordnbekovetkez6 valtozasat is. Megéllapitottuk, hogy a DOPA és 5HTP dekarboxilaz
enzimek aktivitasai parhuzamosan valtoznak a monoamin szinttel (1B abra). 100 uM triptofan
adasa 189,6 %-ra emeli a szerotonin szintet és 57 %-al ndveli az embridk életidejét. 5 uM
tirozin adasa mérsékelt, 24 %-0s novekedést okoz a dopamin szintben, azonban az
embrionalis életidt 7 nappal hosszabbitotta meg. Ett6l magasabb prekurzor koncentracié az
embrio torzulasat eredmenyezte. Ha 10 uM koncentracioban p-klorfenilalanin volt jelen, az
5HT szint 65,5 %-ra, a dopaminszint 43,5 %-ra csokkent, az embrionalis életid6 edig 78 %-al
megnovekedett. Ezzel ellentétben a tirozin hidroxilaz gatloszere az a-metil-p-tirozin 300
HUM-o0s koncentracidig nem befolyasolta az embrio életidejét. Ettél nagyobb koncentracié az
embridk pusztulasat eredményezte. Ha a dekarboxildz enzimet 10 pM-os NSD-1015-el
gatoltuk az embrio életideje kdzel 15 napra nétt. A dopamin rendszert karositd neurotoxin az
MPTP vagy az MPP* 10uM illetve 100 pM-os koncentracioban a dopamin szint 50 %-0s
csokkeneset idézte elé és 6-4 napos embrionalis életidé novekedést okozott. A 60HDA
hatasat embridkban nem tudtuk vizsgélni, mert az antioxidans szkorbinsav mar 0,1 mg/ml
koncentracidban is, ami alig elegend6 a 60HDA stabilizaci6jdhoz, az embridk teljes
pusztulasat okoztak.

Mind felnétt allatban mind az embrioban vizsgaltuk egy masik toxin, a rotenon hatasat
is. Ismert, hogy az MPTP, 60HDA és a rotenon toxinokkal a dopaminerg rendszer karositasa
révén gerincesekben Prkinson szindroma valthato ki. A rotenon felnétt Lymnaea-n vizsgalva
toxikusnak bizonyult, befolydsolta az allat mozgasat, taplalkozasat, a rotenon kezelés
csOkkentette a dopamin szintet és az elektrofizioldgiai vizsgalatok a dopaminerg
neurotranszmisszié karositasara utaltak. Erdekes mddon az embriokban a rotenon kezelés
nem eredmeényezte a dopaminerg rendszer karositasat és nem okozott viselkedési valaszokban
szignifikans valtozast. A 60HDA hatasat a felnétt allatokban is nehéz vizsgalni, mert az
aszkorbinsav az allatok pusztuldsadt eredményezi olyan koncentraciéban mely
megakadalyozza a lebomlast.

Eredményeink arra utalnak, hogy az 5HT/DA arany fontos faktor az embrionalis
fejlédes soran és egy optimalis arany sziikséges a normalis fejlédéshez. Azok a farmakoldgiai
kezeléesek melyek az S5HT/DA arany modosuldsat okoztak, késleltettek az embrionalis
fejlédét. Ugy tanik, hogy az 5HT koncentracioja szabéalyozza a dopamin szintet, mivel a
triptofan kezelés alkalmaval nemcsak a szerotonin szint, hanem a dopamin szint is nétt, mig a
pCPA hatasara bekdvetkez6 szerotonin szint csokkenése a dopamin szint csokkenését is

eredményezte.



Az embridk a 40%-o0s fejlettségétol kezdédéen a metamorfozis végéig a kapszulan
belll egy forgdbmozgast végeznek. Ez a forgdmozgas SHT-vel serkentheté. Kisérleteink soran
vizsgaltuk, hogy az aminerg farmakonok, hogyan befolyasoljak a forgdmozgast, lehet e a
gerincesekben leirt monoamin receptorok valamelyikét azonositani.

A forgébmozgést alacsony koncentracioban, 1 puM-os kiszébkoncentracinél leghatdsosabban
az LSD, 80OHDPAT, 5HT, és a DMT serkenti. A 80OHDPAT szelektiv 5SHT1 receptor
agonista, igy ez alapjan e receptor jelenlétére gondolhatunk. Ugyanakkor azonban az
ugyancsak 5HT1 receptor agonista 5CT csak 1000-szer nagyobb koncentracidban képes a
forgbmozgéas stimulacidjara. A dopamin sekent6 hatdsa csak 100 puM-os koncentracioban
jelentkezik. A csUszést alacsony koncentracidban (1uM) ugyancsak az LSD és a 8OHDPAT
stimulalja és az 5CT itt is csak 1000 szeres koncentracioban hatasos A radula mozgasat
azonban mar csak az LSD képes alacsony koncentracioban stimulalni, de nincs jelentés hatasa
a 8SOHDPAT-nek. A szivmiikddést méar csak az LSD és az SHT képes serkenteni 10 és 100
uM-os koncentracioban. A kdzponti idegrendszerben az 5HT1 receptor jelenlétét kizartuk,
azonban az embriondlis forgdbmozgas és a csuszas szabalyozasaban elképzelhets, hogy SHT1
tipusu receptorhoz hasonl6 szerotonin receptor vesz részt.

Az eredmények az alabbi kdzleményekben jelentek meg, vagy fognak megjelenni:

Filla A, Hiripi L, Elekes K: Serotonergic and dopaminergic influence of the duration
embriogenesis and intracapsular locomotion of Lymnaea stagnalis L. Acta Biol.Hung. 55,
315-321, 2004.

Filla A;Hiripi L; Elekes K:Possible role of aminergic system in the development and
behavior of embryos of the pond snail Lymnaea stagnalis J.Neurochem 94,172, 2005.

Vehovszky A, Szab6 H, Hiripi L, Elliott CJH, Hernadi L: Behavioural and neural
deficits induced by rotenon int he pond snail, Lymnaea stagnalis. A possible model for
Parkinso’s disease ina m invertebrate. Eur.J.Neurosci., 25, 2123-2130, 2007.

Laszl6 Hiripi and Karoly Elekes: Characterization of transmitter (acetylcholine,
serotonin and dopamine) receptors in the CNS of the pond snail Lymnaea stagnalis L. Kézirat

Filla A, Hiripi L,Elekes K: Role of aminergic (serotonin and dopamine) system in the

embryogenesis and different behaviors of the pond snail, Lymnaea stagnalis., Kézirat

A szerotonin és a dopamin szerepe az inaktiv (aestivated, nyari alom) csiga, Helix
pomatia aktivalodasi folymatanak szabalyozasaban.
A szérazfoldi csiga a tavasztdl 6szig tartdo periédusban heteken keresztil egy inaktiv

allapotban, (aestivated, nyari alom) képes elviselni a szdmara elénytelen tartdsan szaraz meleg



periddust. Ebben az allapotban a foszforilacidval-defoszforilacidval szabalyozott (Brooks és
Storey, 1995) metabolitikus folyamatai annyira lecsokkennek, hogy azok az eredeti aktiv
allapotbelinek csak a 20-30 %-a. Az inaktiv allapotban a talpizom tartds tonusos kontrakcioja
révén a test visszahUzodik a hazba, a szivmukddes lelassul, és a keringés csokken. Ha a
kornyezet nedvesség tartalma n6é az allat felébred a nyari alombol. A kdrnyezet
nedvességtartalmanak ndvekedese serkenti a higroreceptorokat aminek, kovetkeztében
novekszik a légzés, gyorsul a szivmiikddés, eés a keringés, az izom relaxalodik és az allat
elébdjik hazabdl, elkezd mozogni majd taplalkozni. Irodalmi adatokbol ismert, hogy a
viselkedési allapotok, mint az ébredés, mozgas vagy a taplalkozas szabalyozasaban jelentés
szereppel bir mind a szerotonin, mind a dopamin. Igy kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy a
tartds inaktiv allapotbdl valo felébredés, majd az azt kéveté mozgas és taplalkozas soran
hogyan valtozik az idegrendszerben, sziv és a talpizoman és a taplalkozasban szerepet jatszo
pofaizomban a szerotonin és dopamin koncentréacidja. Vizsgaltuk, hogy e folyamtok soran
hogyan valtozik a szivserkenté neuron és a taplalkozési halézat modulator neuronjanak az
aktivitasa.

Az inaktiv allatokat ozmotikus sokkal ébresztettik ugy, hogy a csigat bemené nyilasanal
hémersékletével egyezé hémérsékletti vizzel megnedvesitettilk, majd a bemendé nyillassal
lefelé forditva olyan (ivegkadba helyeztiik melyben vékony vizréteg volt, és a légtér vizgézre
telitett volt. llyenkor az allatok 10-20 percen belll aktivalodnak, kibujnak hazukbol es
elkezdenek mozogni.

A HPLC-s mérések azt mutattak, hogy az allatok aktivaldsa soran a kdzponti idegrendszerben
mind a szerotonin mind a dopamin szint csokken. A talp és a szivizom dopamin szintje alig
valtozik, a szerotonin szint viszont 50 %-al né.

A bukkalis ganglionban és bukkalis izomban melyek a taplalkozas mechanizmusaban vesznek
részt, nem valtozik sem a szerotonin sem a dopamin szintje.

Az MGC drias szerotonerg neuronnak az aktivitdsa az inaktiv csigdban 11.1 spike/min
tlzelési frekvencidval és 28.8 mV nyugalmi membranpotenciéllal volt jellemezheté. Az
ozmotikus stimulacio a sejt tuzelési frekvenciajat 31.8 spike/perc értékre novelte. A
szivserkenté neuron tlizelési frekvenciaja 24.3 spike/min értékrél 47.0 spike/min értékre nétt.
A szivserkenté neuronok megnovekedett aktivitdsa a szerotonin felszabadulasat és a sziv
irdnydba torténé transzportjat, ezaltal a sziv szerotonin tartalmanak ndvekedesét illetve a
szivmiikddés serkenteset eredményezte. A szivmiikddés serkentése ndveli a keringést, mialtal

a szerotonin transportja a talpizom iranyaba is né. Ennek eredmeényeként az idegrendszer



szerotonin tartalma csokkent, mig a periférian nétt. A talpizomban a szerotonin az izom
relaxaciojat okozza, lehetévé teszi a csiga mozgasat, a taplalékkeresést.

Az inaktiv allat aktivalodasa kilonbozo idéjarasi korilmeények kozott azonban eltérd
lehet. Kisérleteinkben igazoltuk, hogy az idgjarasi viszonyok befolydsoljak a kdzponti
ébredési mechanizmust mely felelés az allatok viselkedési valaszaiért.

Szaraz idében (160 perc) az allatok aktivalédasa hosszabb id6t vesz igénybe, mint nedves
idében (11.6 perc) és forditottja is igaz, hogy az inaktivalodashoz nedves idében tobb idé kell
(150 perc) mint szaraz idében.

A kozponti idegrendszerben mind a DA mind az 5HT szint magasabb volt szaraz idében mint
a nedves idoben. Széaraz idoben az idegrendszer DA koncentracidja magasabb volt mint az
5HT koncentréacidja, mig esés idében az S5HT koncentracidja volt a nagyobb. Az allatok
aktivalddasa soran az idegrendszerben mind a DA, mind az 5HT koncentracidja csokkent,
barmelyik id6jarasi korilmény kozott.

Az inaktiv csiga sziv és talpizom szovetének 5HT tartalma alacsony volt széraz idében, és
magasabb a nedves idojarasi korilmények kozott. A DA szintje e két periférias szovetben
alig valtozott az id6jarasi viszonyoktdl figgoen.

Az RP neuron intracellularis aktivitisa szaraz idében alacsony volt és szignifikansan megnétt
nedves idojarasi korulmények kozott. Szaraz idojardsi  viszonyok kozdtt az SHT
depolarizacios hatasa rovid volt és csak néhany akcids potecialt valtott ki. Meleg esés idében
az 5HT Aaltal kivaltott depolarizacio hoszabb volt, mialatt a tiizelési frekvencia megnéit.

A Kkiilénb6z6 idojarasi viszonyokhoz tartozd 5HT és DA szint valamint, az 5SHT/DA arany
szabalyozhatja az &llatok szoveteiben mind az oxigén felhasznaldst és a metabolizmus
sebességét. Feltételezhet, hogy a szerotonin noveli az aerob glikolizist és az oxigén
felhasznalast az inaktiv allatban, mig a dopamin valészintleg az anaerob gikolizist stimulalja

mely a tartos inaktiv (nyari alom) allatra jellemzé.

A monoamin szint valtozasa a taplalkozas soran

A szerotonin és dopamin szint valtozasat a taplalkozassal Osszefuggésben a bukkalis és
cerebralis ganglionokban, a pofaizomban és a szivben vizsgaltuk. A monoamin szintet a
taplalkozas korai fazisdban, a folyamatosan taplalkozo allatban, a taplalkozas késoi fazisaban
és a jolakott allatikban mértik.

A taplalkozads korai fazisaban a dopamin szint nodvekedett a bukkalis és a cerebralis
ganglionban. Ezzel ellentétben a szerotonin szintben nem volt valtozas egyik ganglionban

sem. A taplalkozas folyamatos szakaszaban és a késéi szakaszaban a monoamin szint mindkét



ganglionban ndvekedett. A jélakott allatban mind a dopamin, mind a serotonin szint a kontroll
allat szintjére csokkent. A bukkalis és a cerebralis ganglionban névekedett mind a dopamin,
mind a szerotonin koncentracidja, legmagasabb értékeket a folyamatos taplalkozas fazisaban
mértuk. A taplalkozads minden fazisaban dopamin tulsuly uralkodott. A pofaizomzatban a
dopamin szint nem valtozott a taplalék fogyasztasa alatt, a szerotonin szint azonban cstkkent
és a minimumot a taplalkozas késoi fazisaban érte el. A jolakott allatban aszerotonin szint
nem kilémbdzott a kontrolltél. A szivizomban mind a szerotonin szint mind a dopamin szint
a taplalkozas kezdetétol kezdédéen novekedett és a magasabb monoamin szint megmaradt

egészen a jolakottsagig.

A hemolimfa szerotonin és dopamin szintjenek hatasa a taplalkozasra Helix pomatia-n.

HPLC-s vizsgalatokkal kimutattuk, hogy mind a szerotonin mind a dopamin jelen van a Helix
pomatia hemolimfajaban ahol neurohormonalis szerepe lehet. A dopamin vagy szerotonin
injektalasa megemeli azok szintjét hemolimfaban. A megndvekedett szerotonin és dopamin
koncentracio befolyasolja a taplalkozasi latenciat fuggetlenil attol, hogy az allat éhes vagy
jolakott. 1 nappal a jolakottsag utdn amikor taplalkozasi stimulus rovid taplalkozasi epizédot
valt ki (2-5 perc), a megnovekedett szerotonin és dopamin szint a tplalkozasi latencia
ndvekedéséhez vezet. Harom nappal a jélakott allatnak ha taplalékot adunk hoszabb ideig
eszik (10-20 perc) és a megndvekedett dopamin szint csékkentette, ugyanakkor az ugyanazon
szerotonin szint novelte a talalkozasi latenciat az allatban. 10 nappal a jolakottsagot kdvetéen
az éhes allat 60-90 percig eszik ha taplalékot kap, a dopamin injektalasa a hemolimféaba 0,1 és
10 uM vékoncentracidban koncentraciotdl fliggé modon csokkenti a tdplalkozasi latenciat. Az
1 uM-ra ndvelt szerotonin koncentracié csokkenti, mig a 10 puM-ra névelt aszerotonin
koncentracio noveli a taplalkozasi latenciat. Ha szerotonin vagy dopamin injektalassal azok
allatnak. 100 puM-os vékoncentracidban a dopamin immobilizalta az allatot, nem taplalkozott,
mig ha 10 puM-os végkoncentracidju szerotonin is jelen volt az &llat elkezdett enni. Ha 100
UM volt a szerotonin koncentraciéja a hemolimfanak, annyira megnovelte a
mozgasaktivitasat, hogy az allat nem taplalkozott. Ha azonban a szerotoninnal egyitt 10 pM-

ban dopamint is injektaltunk, az allat ismét taplalkozott.

Az inaktiv allat aktivalédasi mechanizmusanak részletes vizsgalata
Részletesen vizsgaltuk, hogy a serkent6 transzmitterek milyen sorbakapcsolt mechanizmus

révén szabalyozzak az izom aktivitasat. Megvizsgaltuk, hogy a transzmitter — adenil ciklaz



kapcsolt receptor— cAMP — cAMP stimulalt protein kindz A — foszforilalt protein cascad
rendszer szabalyozza e az izom illetve az allat aktivitasat. Az aminerg szabalyozas sorba
kapcsolt mechanizmusainak vizsgélata soran az inaktiv, és aktiv csigak kozotti kiilonbségek
vizsgalatakor az aktiv csigdknak azokat az allatokat tekintettiik, melyek legalabb 2 hétig 26-
28°C-on 85-90 %-0s relativ paratartalm( kamraban éltek és taplalkoztak. Inaktiv csigaknak
tekintettlik azokat az allatokat, melyeket kisérlet el6étt ugyanezen a homérsékleten de 50-55
%-o0s relativ paratartalmu kamréban taplalék nélkil legalabb 2 hétig tartottuk. Els6 Iépésben
mértik a szerotonin és dopamin koncentraciojat a tartésan aktiv és inaktiv allatok
szOveteiben, a garatalatti ganglionban, a szivben és a talpizomban. Megéllapitottuk, hogy az
aktiv allat mindharom vizsgalt szovetében a szerotonin és a dopamin koncentracioja 31,1-130
%-al magasabb. Az aktiv allat esetében mindharom szdévetben a szerotonin koncentrécidja
magasabb, mint a dopaming, szerotonin talsuly érvényesil. Az inaktiv allatok ganglionjaban a
dopamin koncentracidja magasabb, mint a szerotoning, enyhe dopamin tulsaly érvényesiil,
mig a sziv és talpizomban a szerotonin koncentracioja a magasabb, igy e szdvetekben inaktiv
allat esetében is szerotonin tulsuly érvényesil, de ez joval kisebb mértékii mint az aktiv
allatban. Az aktiv allat szdveteiben mind a szerotonin koncentracidja, mind a tulsulya
nagyobb mint az inaktiv allatban. A szerotonin szint névekedése a talp és a sziv széveteiben
az adenil ciklaz stimulacidja revén noveli a CAMP koncentraciojat. A talpizom szeletekben
részletesen vizsgalva megallapitottuk, hogy a szerotonin koncentraciofiggé maodon
jelentésen, (500 %-al), mig a dopamin csak 50-60 %-al néveli meg a cAMP koncentracidjat.
A szerotonin és a dopamin egyittes hatasanak vizsgalata azt mutatta, hogy a dopamin a
szerotonin receptoron keresztiil okozza a minimalis stimulaciot, és jelentésen képes a
szerotonin hatésat gatolni. Ezek az eredmények igazoljak, hogy a szerotoninnak adeniil
cikldzhoz kapcsolt receptora van a talp izombam és szivizomban, a dopamin azonban csak
modulator szereppel bir. Az aktiv szdvetekben cAMP in vivo koncentracioja 60-70 %-al
magasabb volt mint az inaktiv szOvetekben. Ha szerotonint injektaltunk inaktiv csigaba,
novelte a sziv és a talpizomban a cAMP koncentracidjat és aktivalta az allatot. Ha a
szerotonint dopaminnal egyditt injektaltuk mérsékelte a cCAMP koncentracio novekedését és
késleltette az szerotonin okozta aktivalasat az allatnak. A puhatestiiek izomszdéveteinek SCPg
peptid transzmitter altal okozott serkentése (Reich és mtsai, 1997) csiga sziv és talpizom
szOvetében is bekdvetkezett. A peptid receptora a szerotoninhoz hasonléan adenil ciklazhoz
kapcsolt, a SCPg koncentraciotdl fiiggé mértékben stimulélta az adenil ciklaz aktivitasat,

- sz

regulalt Protein Kinaz A jelen van e és milyen proteineket foszforilal a sziv és talpizomban.
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Az izolalt sziv szovetet és a talpizom szeleteket elészor *2P-ortofoszfattal telitettilk, majd
5HT-t, 8-bromo-cAMP, SCPg-t, 8-bromo-cAMP-el egyutt Protein KinazA inhibitort adtunk
és a szOveteket szobahon inkubaltuk. Az inkubacio végén a szdveteket homogenizaltuk és a
fehérjeket PAGE modszerrel elvélasztottuk. Az elvélasztds utan a fehérje savokat
kimetszettik, oldottuk, és radioaktivitdsukat meghataroztuk. A szivizomban egy 50-55 kDa
korili s&v radioaktivitasa az 5SHT, CAMP, SCPg és cAMP+Inh. mintdkban a kontrollnak 39.9,
48,4, 40,8 és 3,2 szerese volt. A talpizomban az cAMP, 5HT és SCPg hatasara az 50-55 kDa
fehérjebe 5,1; 5,8; és 2,5 szer t6bb volt a beépult foszfor. A talpizomban talaltunk egy nagy
molekulasulyt (kb 600 kDa) fehérjét is melybe a foszfor beépulése cAMP, 5HT és SCPg
esetében a kontrollhoz képest 17,7; 19,9; és 2,1-szeres volt.. A talpizomban a 600 kDa-0s
fehérje azonos azzal a fehérjevel melyet Mytilus zardizaban is kimutattak (Siegman, 1997),
amikor a szerotonin hatasara a ,,catch” izma relaxalddik. E 600 kDa-os fehérje foszforilalt —
defoszforilalt allapotatol figg az izom kontrahalt-relxalt allapota. Helix talpizomban a tartos
kontrakcios/relaxacios  &llapotért ugyanez a 600 kDa-os fehérje foszforilacidja/
defoszforilacidja a felelés. Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a szerotonin és a
E 1épéstol kezdédben a kapesolt mechanizmusok, ugyanazok, aminek kévetkeztében a cCAMP
stimulalt Protein KinazA egy 50-55 kDa-os fehérjét expresszal. Az 50-55 kDa fehérje
azonositasa céljabol tovabbi vizsgalatokat végeztlink. Irodalmi adatok szerint az aromas
amindsav dekarboxildz enzim egy 55 kDa-os fehérje (Duchemin, 2000). Kisérleteinben az
altalunk talélt kb.50-55 kDa fehérjérsl probaltuk igazolni, hogy nem méas mint a szerotonin
szintézisben is részt vevé dekarboxilaz enzim. A PAGE-SDS gél elvalasztas majd blottolas és
anti-dekarboxilaz immunfestés soran a kb 50-55 kDa-os fehérje sav pozitiv reakciot adott az
5HT-vel, CAMP-vel és a SCPg-vel inkubalt mintak eseten. Indirekt kisérletek soran igazoltuk,
hogy a fehérje nem mas, mint a dekarboxilaz enzim. A szivizmot forskolinnal (10 uM) illetve
100 uM SCPg-vel inkubaltuk majd a szdvetet homogenizaltuk és a szerotonin szintet HPLC-
vel mértik. A forskolin 80 %-0s, mig a SCPg 57 %-0s szerotonin szintndvekedést okozott.
Kozvetett Kkisérletek sordn a szivizombol foszforilacios pufferrel homogenizatumot
készitettink és 200 Unit PKA katalitikus alegysegével inkubaltuk. 20 perc inkubalast
kdvetéen az inkubéacios elegyet dekarboxilaz pufferrel elegyitettik, mely tartalmazta a
dekarboxilaz enzim kofaktorat és az SHTP szubsztratot és tovabb inkubaltuk. Az inkubacid
vegén az elegyhez 0,1 M vegkoncentracidban HCIO,-t adtunk, majd centrifugalas utan a
feluliluszo aliquotjat HPLC-vel szerotoninra vizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy a kontrollhoz

képest az 5SHT koncentracio ndvekedése 37 %-0s.



Eredményeink egyértelmiien igazoljék, hogy csiga talp és szivizmaban a serkent6 peptid és a
szerotonin hatasara dekarboxildz enzim expresszalddik, ami a szerotonin szintézist noveli.
Ezen érdekes mechanizmusra valdszinileg azért van sziikség, mert az idegrendszer nem képes
az izom szamara biztositani azt a mennyiségt szerotonint melyre az izomnak sziiksége van.
Az idegrendszer 10 mg, 5HT tartalma 40 pmol/mg, azaz 400 pmol/ganglion. A talp suly kb. 6
g, S5HT megnovekedett mennyisége aktivitdsban 10 pmol/mg, 6000 x 10 = 60000
pmol/talpizom. Ezt a mennyiségt szerotonint a 10 mg-os idegrendszer nem képes biztositani.
Aktivitasban az idegrendszerbdl a talpizomba transportalodott SHT ott dekarboxilaz enzimet
expresszal amely szintézis révén biztositani tudja az aktivitdsban szlkséges 5HT
mennyiseget.

Megkiséreltiik azonositani a talpizom szerotonin receptor tipusat. A talpizom receptor tipusa
nem azonos az idegrendszerben talalt szereotonin receptor tipussal. Idegrendszerben az *H-
5HT csak alacsony affinitassal (Kq = 473 nM), mig talpizomban nagy affinitassal (K4 = 3.05
nM, Bmax = 52.4 fmol/mg) kotédik. Mindkét szdvetben a szerotonin receptor pozitivan
kapcsolt az adenil ciklazhoz. Mig azonban az idegrendszerben a szerotonin hatast az LSD,
Butaclamol, Ergotamin és Flupenthixol 0,01 puM - 0,1 uM koncentraciéban 50 %-0s
mértékben gatoljék, addig a talizomban az 5HT stimulalt adenil ciklaz 50 %-os gatldsédhoz
ezen anyagok 10 puM-nal nagyobb koncentracidja sziikséges. Talpizomban az adenil ciklaz
serkentését elsésorban az 5HT, 80OHDPAT, 5CT és az 5-Methoxytryptamine az alabbi
hatasossagi sorrendben serkenti: 5SHT >> 80OHDPAT = 5CT > 5-Metoxitriptamin. Az
antagonistak hatasossagi sorrendje a kovetkezé: SB258585 = Br-LSD > clozapine >
Methysergide. A leszoritasos kisérletek azt mutattak, hogy az agonistak kdzul a szerotoninon
kivil a 80OHDPAT, 5CT, 5-Metoxitriptamin affinitasa a receptorhoz alacsony. Az
antagonistak koziil az SB258585 és a BOL nagy affinitassal rendelkezik a receptor felé, mig a
Clozapin affinitasa ettél 1ényegesen kisebb és alacsony a methysergid affinitdsa. A receptor
farmakoldgi tulajdonsagat tekintve arra kovetkeztetiink hogy a talpizom receptora hasonlé a

gerincesekben leirt 5SHT6 receptorhoz, vagy azzal azonos.

Az oktopamin receptor jellemzés Locusta migratoria és Lymnaea stagnalis
idegrendszerében.

Az OTKA kutatatasi periédust megel3z8 években *H-oktopamin nagy affinitast kotddésének
vizsgalataval vandorsaska idegrendszerében (optikus lebeny) és Lymanea idegrendszerben
oktopamin receptort azonositottunk. Az oktopamin kotédést a kilonbdz6 farmakonok az
alabbiak szerint gatoltdk (Kj, nM). Nafazolin (1,5), Demetilklordimeform (7,9, Octopamin



(9,9), Sinefrin ( 10,1), Miasnserin (10,4), Fentolamin (), Gramin ( ), Yohimbine ( 78450 ).
Ezt kovetéen a jelzett Oktopamint mar nem lehetett vasarolni csak kuldn rendelésre, igy a
klonolt oktopamin receptort mér *H-jelzett Yohimbin, vagy az *H-o-Yohimbin kotédésével
vizsgaltak. Az eredmények érdekessége az, hogy e ligandok nM-os kotédését az oktopamin
csak 40 mM-os koncentracioban képes gatolni. Ha mind az oktopamin, mind a yohimbin
ugyanazon oktopamin receptor helyhez kétédik, akkor ez lehetetlen annal is inkabb, mert az
irodalmi adatok azt mutatjak, hogy a yohimbin csak puM-os koncentracioban képes az
octopamint leszoritani. A korabbi vizsgalatok soran igazoltuk, hogy az oktopamin reverzibilis
maodon koétédik a receptorhoz és a hideg oktopamin hatasara a jelzett oktopamin ledisszocial a
receptorrél. Jelen project keretében vizsgaltuk a °H-yohimbin vagy a ®H-a-yohimbin
disszociaciojat rovar eés csiga oktopamin receptorarol illetve patkdny agy adrenerg
receptorarl. A yohimbin nem disszocidl sem a rovar, sem a csiga idegrendszerének
oktopamin receptorardl, de disszociél a patkany agy adrenerg receptorarél. E ligandok igy
alkalmatlanok az oktopamin receptor vizsgalatara és azért adodtak sajat kisérleinkben is olyan
eredmények, hogy a nM-os kotott H-yohimbin kismértékii gétlasa is csak mM-os

koncentracidju agonistakkal lehetséges.
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